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RESUMO.- A inflamação da glândula mamária é uma das 
principais causas de prejuízo na ovinocultura. Este estudo 
teve como objetivo investigar as taxas de cura do tratamento 
da mastite subclínica após infusão intramamária de princípio 
ativo antimicrobiano no momento da secagem, em formula-
ções convencional e nanoparticulada. Os rebanhos estavam 
localizados em São Carlos, São Paulo, Brasil. Analisou-se um 
total de 584 glândulas mamárias de 307 ovelhas de aptidão 
para produção de carne. Triagem prévia dos casos subclíni-
cos de mastite foi efetuada por meio do California Mastitis 
Test (CMT) e/ou da contagem de células somáticas (CCS). 
Análises microbiológicas foram realizadas para confirmação 
da etiologia infecciosa. As glândulas mamárias com mastite 
subclínica foram distribuídas em três grupos: G1 (Controle; 
glândulas mamárias que não receberam tratamento antimi-
crobiano); G2 (glândulas mamárias em que foi administrado 
100 mg de cloxacilina benzatina em estrutura convencional) 
e G3 (glândulas mamárias em que foi administrado 50 mg de 
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cloxacilina benzatina em estrutura nanoencapsulada). O tra-
tamento aplicado ao G3 mostrou-se mais eficiente (P=0,047) 
na cura de glândulas mamárias com mastite subclínica. O uso 
da cloxacilina nanoencapsulada no momento da secagem de 
ovelhas de corte auxilia no controle da mastite subclínica in-
fecciosa e reduz os prejuízos consequentes.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Antimicrobiano nanoparticulado, na-
noparticulas, mastite subclínica, ovelhas de corte, período seco, 
cloxacillina, secagem.
INTRODUÇÃO
A mastite está entre os problemas sanitários que mais afe-
tam a saúde de ovelhas de corte, acarretando descarte de 
ovelhas e morte prematura das crias de ovelhas afetadas 
pela doença (Verissímo et al. 2010). No momento da des-
mama dos cordeiros, o procedimento de secagem da ovelha 
faz parte da gestão da saúde da glândula mamária. No en-
tanto, existe uma carência de estudos sobre o uso de trata-
mentos antimicrobianos nesta espécie durante o período 
seco em rebanhos brasileiros, sobretudo em raças de corte. 
A formulação do antibiótico, a concentração ideal e a forma 
de administração do fármaco capazes de curar a infecção 
subclínica durante a fase da secagem são desconhecidas. 
A quantidade de antimicrobianos normalmente utilizada 
para o tratamento de infecções é mais elevada que a dose 
necessária para inativar os organismos patogênicos, o que 
favorece a produção de efeitos citotóxicos. Para uma terapia 
antimicrobiana de sucesso, a dose deve ser a mínima neces-
sária, a fim de evitar os efeitos secundários já relatados em 
literatura oriundos de citotoxidade direta ou hipersensibili-
dade alérgica como nefrite intersticial (Saha et al. 2007).
Muitos antimicrobianos em formulações tradicionais 
apresentam pouca chance de penetração em altas concen-
trações nos neutrófilos e, quando presente no ambiente in-
tracelular, apresentam uma parte não biodisponível ligada 
a componentes celulares, o que difilculta a eliminação de 
focos de infecção intracelular e favorece recidivas pós-tra-
tamentos (Bambeke et al. 2006).
Diferentes antimicrobianos têm sido recomendados na 
terapia intramamária (Naccari et al. 2003). Entretanto, são 
poucos os estudos conduzidos na investigação do perfil de 
sensibilidade da mastite ovina e são escassos ensaios clínicos 
controlados sobre a cura clínica e bacteriológica após o trata-
mento intramamário da ovelha (Bergonier & Berthelot 2003).
Diversas pesquisas foram realizadas nos últimos anos 
avaliando vetores de liberação de fármacos em sítios espe-
cíficos quanto a eficiência e citotoxicidade (Bilensoy et al. 
2008, Toti et al. 2011, Sanyasi et al. 2016). Sistemas nano-
particulados têm sido propostos para a internalização de 
agentes antimicrobianos no ambiente intracelular, contri-
buindo assim para aumentar o índice terapêutico de anti-
microbianos nos locais das infecções (Lecároz et al. 2006). 
As nanopartículas representam formas inovadoras 
no tratamento de doenças por sua escala de tamanho ser 
semelhante à de moléculas biológicas (Wiesenthal et al. 
2011). Dentre suas vantagens, apresentam-se como veícu-
los de fármacos de alta estabilidade, elevada capacidade de 
carga transportada, possibilidade de incorporação de subs-
tâncias hidrofílicas e hidrofóbicas conjuntamente (Irache 
et al. 2011), capacidade em superar diversas barreiras bio-
lógicas e se localizar no tecido alvo. As nanopartículas po-
dem ser um carreador ou a própria droga ativa e fornecem 
perfis de liberação controlada (Wong & Liu 2012).
As nanopartículas poliméricas são estruturalmente es-
táveis  e podem ser sintetizadas com distribuições de tama-
nhos mais nítidos. As propriedades da partícula tais como 
o tamanho, potencial zeta e o perfil de liberação do fármaco 
podem ser ajustadas precisamente escolhendo diferentes 
comprimentos de polímeros, surfactantes e solventes orgâ-
nicos durante a síntese. A superfície de nanopartículas po-
liméricas geralmente contém grupos funcionais que podem 
ser modificados quimicamente (Zhang et al. 2010).
Este estudo teve como objetivo investigar as taxas de 
cura do tratamento da mastite subclínica após infusão intra-
mamária de princípio ativo antimicrobiano no momento da 
secagem, em formulações convencional e nanoparticulada.
MATERIAL E MÉTODOS
Local, animais e coleta de amostras experimentais. O tra-
balho foi realizado em uma propriedade localizada no município 
de São Carlos, São Paulo, pertencente à Embrapa Pecuária Sudes-
te e com aprovação da sua Comissão de Ética do Uso de Animais 
(CEUA; protocolo 03/2012). Analisou-se um total de 584 metades 
mamárias de ovelhas de aptidão para produção de carne, 349 das 
quais pertencentes a 181 ovelhas de um rebanho da raça Santa 
Inês e outras 235 metades mamárias de 126 ovelhas de rebanho 
da raça Morada Nova. Todos os animais foram mantidos em pi-
quetes de capim Coast-cross e Brachiaria decumbens e suplemen-
tados com fornecimento diário de silagem de milho, sal mineral e 
água à vontade durante todo o período do experimento. As amos-
tras de leite foram coletadas 10 dias antes do desmame, no dia do 
parto (amostras de animais submetidos a tratamento, destinadas 
à análise de resíduo) e entre 10 e 15 dias pós-parto na estação 
de parição consecutiva. Foi coletada uma amostra de leite (2mL) 
de cada glândula para a realização imediata do California Mastitis 
Test (CMT), uma amostra de 60 mL de leite de cada glândula en-
caminhadas para a contagem de células somáticas (CCS) em apa-
relho eletrônico, Somacount 300 (Bentley Instruments®) no labo-
ratório da Clínica do Leite, localizado na cidade de Piracicaba, São 
Paulo e, de forma asséptica, duas amostras contendo 5 mL de leite 
de cada mama da ovelha destinadas aos exames microbiológicos.
Diagnóstico microbiológico e determinação da sensibi-
lidade aos antimicrobianos. O diagnóstico microbiológico da 
mastite subclínica foi realizado nos laboratórios da Embrapa 
Pecuária Sudeste. Efetuou-se a semeadura das amostras de leite 
sobre a superfície de placas de Petri em ágar acrescido de sangue 
ovino desfibrinado a 5% e ágar MacConkey, incubadas em condi-
ções de aerobiose a 37°C. A leitura das placas foram realizadas às 
24, 48 e 72 horas de incubação. Foram observadas as característi-
cas macroscópicas das colônias e realizada identificação posterior 
segundo as características morfotintoriais e bioquímicas (Kone-
man et al. 2001).
Os micro-organismos isolados foram submetidos aos testes de 
sensibilidade in vitro a partir da técnica de difusão com disco em 
placas de ágar Müeller-Hinton ou Müeller-Hinton-sangue, na de-
pendência do micro-organismo isolado, frente à oxacilina (OXA-
1μg). Utilizou-se conjuntamente o disco de cefoxitina (CFO-30 μg) 
quando isolados Staphylococcus aureus e S. coagulase-negativos. A 
aferição dos halos de inibição foi feita segundo Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI 2012).
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As glândulas mamárias que não apresentavam anormalidades 
clínicas  e bacteriologicamente positivas, com escore positivo ao 
CMT a partir de 1+ e/ou CCS >2,5x105 células/mL de leite (Pen-
gov 2001) foram consideradas positivas para mastite subclínica. 
As glândulas mamárias que não apresentaram anormalidades clí-
nicas e foram bacteriologicamente negativas, com escore negativo 
ao CMT e CCS <2,5x105 células/mL foram consideradas saudáveis.
Tratamentos experimentais. As metades mamárias infecta-
das e que, posteriormente, foram avaliadas estiveram distribuídas 
nos seguintes grupos: G1 (Controle, n=25), composto por meta-
des mamárias com mastite subclínica que não receberam trata-
mento antimicrobiano intramamário; G2 (n=25), composto por 
metades mamárias com mastite subclínica tratadas com antimi-
crobiano Convencional (100mg de cloxacilina benzatina/ 10mL); 
G3 (n=21), formado por metades mamárias com mastite subclí-
nica em que foi administrado o antimicrobiano nanoencapsula-
do (50mg de cloxacilina benzatina/86mL). Somente as metades 
mamárias infectadas por micro-organismos sensíveis ao princípio 
ativo utilizado, verificado por meio do teste de sensibilidade in 
vitro, foram submetidas aos tratamentos, excluindo-se assim as 
metades mamárias infectadas com micro-organismos do grupo 
das enterobactérias.
Algumas ovelhas que apresentaram mastite subclínica e ini-
cialmente foram triadas e submetidas aos tratamentos foram reti-
radas da análise devido aos seguintes motivos: oito ovelhas (duas 
do G1, duas do G2 e quatro do G3) não apresentaram prenhez 
positiva, duas ovelhas (uma do G1 e uma do G3) apresentaram 
abortos e outras três (duas do G1 e uma do G3) vieram a óbito, 
impossibilitando suas avaliações.
O antimicrobiano nanoencapsulado foi produzido nos labo-
ratórios da Embrapa Gado de Leite, localizado em Juiz de Fora, 
Minas Gerais, Brasil, de acordo com a metodologia descrita na 
patente publicada nº US2013/0189368A1. As nanopartículas 
confeccionadas foram compostas por um núcleo oleoso formado 
por polímero hidrofóbico associado à cloxacilina benzatina e co-
berto por uma membrana polimérica catiônica dispersa em um 
meio aquoso externo. A concentração da cloxacilina benzatina na 
solução oriunda do processo de nanoencapsulação foi determina-
da por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de 
arranjos de diodos (CLAE-DAD) durante a validação do método 
para obtenção da respectiva patente. Após a encapsulação, a so-
lução foi congelada a -85oC por 24 horas e submetida à secagem 
por liofilização. O soluto foi resuspendido em água MilliQ para 
concentração final de 50 mg de cloxacilina benzatina/86mL de 
solução, baseando-se no volume de aplicação de menor diluição 
possível do fármaco, que não favorecesse aglutinações macroscó-
picas e que fosse suportado pelos limites físicos da glândula ma-
mária ovina.
O antimicrobiano convencional foi confeccionado por meio da 
solubilização de 100mg de cloxacilina benzatina estéril em trigli-
cerídeo de ácido cáprico/ caprílico grau farmacêutico, em volume 
total de 10 mL e acondicionado em seringas plásticas estéreis de 
mesmo volume.
O desmame dos cordeiros foi realizado 100 dias após o nas-
cimento em média. Três dias após o desmame, o úbere foi sub-
metido ao esvaziamento manual completo, antissepsia com álco-
ol isopropílico 70% dos esfíncteres dos tetos e, posteriormente, 
ocorreram os tratamentos intramamários com infusão antimicro-
biana. Utilizou-se a estrutura flexível de um cateter intravenoso 
tamanho nº 20 (1,1mm x48mm; calibre x comprimento) estéril 
para cada tratamento intramamário, adentrando apenas meio 
centímetro ao canal do teto.
Determinação da cura microbiológica e análise de resí-
duos. Na lactação posterior, as metades mamárias dos diferentes 
grupos experimentais foram classificadas como “curadas”, quan-
do não houve o isolamento de quaisquer micro-organismos e “não 
curadas”, quando o mesmo patógeno presente antes do tratamen-
to foi isolado posteriormente. Metades mamárias reinfectadas, ou 
seja, onde houve o aparecimento de um micro-organismo diferen-
te do isolado na fase de secagem, foram consideradas não curadas. 
Os animais que apresentaram evolução para mastite clínica antes 
dos tratamentos experimentais foram retirados do estudo.
Amostras de colostro obtidas imediatamente após o parto dos 
animais dos grupos de tratamentos foram destinadas a investiga-
ção da presença de resíduos por CLAE-DAD.
Análise estatística. Na análise dos dados, utilizou-se o pacote 
estatístico SAS (2002/2003). O teste de qui-quadrado foi empre-
gado para estudar as distribuições dos casos curados e não cura-
dos nos grupos testados (G1, G2 e G3). Os valores significativos 
de qui-quadrado que estiveram próximos aos valores tabelados 
foram ajustados de acordo com a correção de continuidade de Ya-
tes (Sampaio 1998).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
As prevalências da mastite subclínica nos animais nas di-
versas estações de parições do rebanho variaram de 14,8% 
a 41,2%. Das 307 ovelhas avaliadas, 91 (29,6%) apresen-
taram mastite subclínica em pelo menos uma das metades 
mamárias. As frequências dos agentes etiológicos nas in-
fecções mamárias subclínicas encontram-se descritas no 
Quadro 1.
Foram examinadas neste estudo 584 metades mamá-
rias. Dessas, 101 (17,3%) foram positivas para mastite 
subclínica infecciosa, sendo que 62 (17,8%) e 39 (16,6%) 
foram diagnósticadas em ovelhas das raças Santa Inês e 
Morada Nova, respectivamente.
Staphylococcus coagulase-negativos foram os agentes 
etiológicos predominantes nas infecções mamárias obser-
vadas neste estudo (56,4%). Silva et al. (2010) e Guaraná et 
al. (2011) constataram a presença de SCN na maioria das 
infecções subclínicas em metades mamárias de ovelhas de 
corte com ocorrências de 26,9% e 65,9%, respectivamente.
No presente estudo, 16,8% das infecções foram causa-
das por micro-organismos pertencentes ao grupo das ente-
robactérias. O elevado percentual de metades mamárias in-
fectadas com enterobactérias denota a importância desses 
agentes na patogenia da doença e ratifica a importância da 
adoção de medidas higiênicas nas instalações onde são ma-
Quadro 1. Frequência de agentes etiológicos em infecções 
mamárias puras ou mistas em ovelhas de aptidão para 
produção de carne
 Micro-organismos Mamas de Mamas de Total das
  ovelhas SIa ovelhas MNb mamas
  N % N % N %
 SCNc 33 53,3 24 61,6 57 56,4
 Enterobactérias 12 19,4 5 12,8 17 16,8
 Streptococcus spp. 8 12,9 2 5,1 10 9,9
 Micrococcus spp. 3 4,8 3 7,7 6 5,9
 Staphylococcus aureus 1 1,6 3 7,7 4 4
 Corynebacterium spp. 2 3,2 2 5,1 4 4
 Streptococcus spp. + SCN 2 3,2 0 0 2 2
 SCPd 1 1,6 0 0 1 1
 Total 62 100,0 39 100,0 101 100,0
aSI = Ovelhas da raça Santa Inês; bMN = Ovelhas da raça Morada Nova; cSCN 
= Staphylococcus coagulase-negativos; dSCP = Staphylococcus coagulase-
-positivos.
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nejadas ovelhas em lactação, a exemplo da remoção diária 
de dejetos. Diferentemente, Silva et al. (2010) e Coutinho et 
al. (2006) atribuíram relevância maior a S. aureus quando 
comparado às enterobactérias, presente em 15,4% e 15,2% 
dos casos de mastites subclínicas infecciosas, respectiva-
mente. Os S. aureus também são associados à presença de 
sinais clínicos em mastites crônicas (Marogna et al. 2010) 
e comumente responsável por mastite superaguda (Bergo-
nier & Berthelot 2003).
As metades mamárias infectadas e avaliadas após os 
tratamentos foram distribuídas conforme apresentado no 
Quadro 2.
O cateter utilizado para realizar a infusão intramamá-
ria do fármaco mostrou-se adaptado à anatomia da espé-
cie não desencadeando lesões visíveis aos esfíncteres do 
teto e permitiu uma adequada velocidade de passagem do 
medicamento. As metades mamárias acometidas por mas-
tites subclínicas apresentaram dimensões limites capazes 
de suportar um volume máximo de 86 mL, o que limita a 
utilização de quantidades maiores da cloxacilina benzati-
na nanoencapsulada empregada neste trabalho, a qual não 
permitiu uma maior concentração com ausência de agluti-
nações. As taxas de cura da mastite subclínica ovina após 
os tratamentos antimicrobianos à secagem estão apresen-
tadas no Quadro 3.
O processo inflamatório na glândula mamária desenca-
deado em resposta a um micro-organismo invasor pode ser 
efetivo no combate à infecção e a mama ovina pode apre-
sentar auto-cura. A taxa de cura espontânea observada nas 
metades mamárias com mastite subclínica no Grupo Con-
trole foi de 24% (seis glândulas mamárias). O resultado é 
superior ao 6,5% de Chaffer et al. (2003).
O emprego de antimicrobiano nanoencapsulado para 
tratamento da mastite subclínica em ovelhas de corte re-
alizado neste trabalho é pioneiro, não havendo ensaios 
clínicos similares até o presente momento. A eficiência da 
cloxacilina benzatina nanoencapsulada foi superior quan-
do comparados os diferentes grupos (P = 0,047), mesmo 
com o emprego de metade da dose do antimicrobiano no 
estado livre.
O uso da cloxacilina nanoencapsulada no momento da 
secagem promoveu a cura microbiológica de 52,4% das 
glândulas mamárias submetidas ao tratamento. Seu empre-
go mostrou-se eficaz na aliminação de bactérias sensíveis a 
este antimicrobiano. O processo de nanoencapsulação des-
crito neste trabalho foi capaz de melhorar a eficácia da clo-
xacilina benzatina contra infecções mamárias causadas por 
bactérias e reduzir a quantidade utilizada desse princípio 
ativo. A utilização de baixas concentrações que sejam efi-
cazes se faz necessária à medida que os antibióticos podem 
desencadear morte celular quando a concentração extrace-
lular atinge níveis suficientemente elevados e o tempo de 
exposição é muito prolongado (Barcia-Macay et al. 2006).
Na escassez de ensaios in vivo, diversos autores têm 
relatado resultados de testes in vitro comparando antimi-
crobianos nanoencapsulados e sua forma livre. Toti et al. 
(2011) verificaram que a nanoencapsulação da azitromi-
cina e da rifampicina utilizando polímeros biodegradáveis 
causou aumento das concentrações dos antimicrobianos 
no espaço intracelular que, em combinação com o processo 
de liberação prolongada, pode ser responsável pela maior 
eficácia no sítio de infecção de Chlamydia trachomatis e 
Chlamydia pneumoniae.
O processo de confecção do antimicrobiano nanoencap-
sulado utilizado para o tratamento das metades mamárias 
do Grupo 3 apresentou uma eficiência de 87%. O percentu-
al do fármaco em forma livre (13%) é capaz de iniciar rapi-
damente o combate aos micro-organismos mais expostos, 
enquanto que o antimicrobiano em nanocápsulas promo-
ve penetração mais eficiente nos locais de infecção menos 
acessíveis à forma livre do fármaco, como o ambiente intra-
celular dos macrófagos, e possui o princípio ativo protegido 
da degradação precoce ocasionando a liberação controlada 
(Wong & Liu 2012).
Chaffer et al. (2003), após o uso de antimicrobiano à 
base de benzilpenicilina, nafcilina e dihidroestreptomicina 
em formas livres no período seco em ovelhas leiteiras, ob-
servaram taxa de cura de 64,9%, superior às encontradas 
no presente estudo. Ressalta-se que a administração intra-
mamária foi de dose confeccionada para uso em glândula 
bovina. Adicionalmente, as dosagens administradas via 
intramamária neste trabalho correspondem 1/6 (100 mg 
de clozacilina benzatina) e 1/12 (50 mg de cloxacilina ben-
zatina) da dosagem dos antimicrobianos produzidos com 
este princípio ativo que estão disponíveis comercialmente 
no Brasil para uso em vacas no momento da secagem.
Kiossis et al. (2013) ao realizarem tratamentos intra-
mamários em ovelhas com produto de uso para bovinos 
contendo benzilpenicilina, nafcilina e dihidroestreptomici-
Quadro 2. Distribuição das glândulas mamárias com mastite 
subclínica nos grupos experimentais de acordo com os 
micro-organismos isolados
 Micro-organismos Grupos experimentais
  G1 G2 G3
  N % N % N %
 SCNa 16 64,0 18 72,0 15 71,43
 Streptococcus spp. 6 24,0 1 4,0 1 4,76
 Micrococcus spp. 1 4,0 3 12,0 1 4,76
 Staphylococcus aureus 1 4,0 2 8,0 1 4,76
 Corynebacterium spp. 0 0,0 0 0,0 2 9,53
 Streptococcus spp. + SCN 1 4,0 1 4,0 0 0,0
 SCPb 0 0,0 0 0,0 1 4,76
 Total 25 100,0 25 100,0 21 100,0
aSCN: Staphylococcus coagulase-negativos; bSCP: Staphylococcus coagula-
se-positivos; G1: Grupo Controle; G2: Infusão de antimicrobiano conven-
cional; G3: Infusão de antimicrobiano nanoencapsulado.
Quadro 3. Taxas de cura obtidas para mamas de ovelhas nos 
grupos testados
 Grupos Mamas curadas Mamas não curadas Total
  N % N % N %
 G1a 6 24,0a 19 76,0c 25 35,2
 G2b 6 24,0a 19 76,0c 25 35,2
 G3c 11 52,4b 10 47,6d 21 29,6
 Total 23 32,4 48 67,6 71 100,0
1 Grupo Controle; 2 Mamas tratadas com cloxacilina convencional; 3 Mamas 
tratadas com cloxacilina nanoencapsulada; Valores com letras diferentes 
dentro da mesma coluna correspondem à diferença significativa (P<0,05).
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na, apesar de verificarem redução da CCS no leite, não ob-
servaram benefício na eliminação de infecções mamárias 
causadas por ECN.
Das metades mamárias não curadas dos animais expe-
rimentais, quatro (21,1%) do Grupo Controle, três (15,8%) 
do Grupo 2 e uma (10%) do Grupo 3 evoluíram para mas-
tite clínica na lactação subsequente. Há uma associação da 
ocorrência de mastite clínica a partir de casos antecedentes 
de mastite subclínica. Glândulas mamárias com infeccções 
subclínicas não curadas podem apresentar evolução das le-
sões e, consequentemente, aumento dos prejuizos.
As matrizes apresentaram intervalo médio entre partos 
de 260 dias. Em nenhuma amostra foi detectado resíduo de 
cloxacilina a partir do limite de quantificação da técnica de 
1,0 mg/ L. Apesar de não ter sido detectada a cloxacilina no 
colostro ovino, a investigação de resíduos na carne também 
deve ser efetuada visando a segurança alimentar humana.
CONCLUSÕES
O emprego de antimicrobiano no momento da secagem 
de ovelhas de corte auxilia no controle da mastite subclí-
nica.
A nanoencapsulação da cloxacilina aumenta sua eficá-
cia in vivo contra micro-organismos sensíveis presentes em 
infecções mamárias ovinas, das quais Staphylococcus spp. 
coagulase-negativos são os principais agentes etiológicos.
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